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Immunosuppression effects of venom of pupal endoparasitoid waspi 


Diadromus collaris|] Gravenhorst[] on its host|] Plutella xylostella pupae 

LI Wei-Dil] HUANG Fang[] CHEN Ya-Feng[] CHEN Xue-Xin [] Institute of Applied Entomology[] College of 
Agriculture and Biotechnology[] Zhejiang University] Hangzhou 310029[] Chinal] 

Abstract The venom of pupal endoparasitoid wasp[] Diadromus collari{] Hymenopteral] Ichneumonidae[] and 
its immunosuppression effects on the pupae of host Plutella xylostella[{] Lepidoptera[] Plutellidae[] were 
preliminarily studied. The total number of hemocytes and the numbers of two types of hemocyte¢] plasmatocytes 
and granular cells[] increased in the hemolymph of parasitized host pupae as compared with those in non- 
parasitized hosts. The morphology and behavior of plasmatocytes and granular cells in the hemolymph of 
parasitized host pupae were also changed. The adhesion and spreading behavior were inhibited in plasmatocytes 
and granular cells in one day after oviposition. The spreading behavior in plasmatocytes from the host larvae 
was also suppressed whereas that of granular cells was not significantly affected in the in vitro culture 
experiments. Isolated crude venom also caused the death and break of plasmatocytes and granular cells. The 
in vitro culture experiments also indicated that the venom of this pupal endoparasitoid inhibited the 
phenoloxidase activity of hemolymph of host larvae in a certain extent[] especially when the reaction time is up 
to 40[] 60 and 80 minutes. The venom SDS-PAGE showed that nine protein bands were present[] ranging from 
9 to 50.2 kDU including 50.20 30.50 28.20 25.1 and 12.6 kD[ which were similar to proteins acted as the 
inhibitors for host development and immunity in other parasitoid-host systems. The results above demonstrated 
that venom of D. collaris could impair cell and humor-mediated immune responses of the host. 
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factors[] hemocyte[] phenoloxidase activity 
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1 材料 与 方法 


1.1 寄生 蜂 及 寄主 昆虫 的 饲养 
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2 结果 


2.1 寄生 对 小 菜 蛾 肾 血 细胞 数量 的 影响 
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图 2 未 寄生 (A) 及 寄生 (B) 小 菜 蛾 师 1 天 后 血细胞 形态 的 变化 
Fig. 2 Hemocytes of host pupae 1 day after unparasitism (A) and parasitism (B) 
PL: 浆 血 细胞 Plasmatocytes; GR: 颗粒 血细胞 Granular cell. 标尺 Bars = 100 pm. 


2.3 ”毒液 对 离 体 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 延展 行为 、 形 态 
及 活性 的 影响 

实验 结果 表明 , 血细胞 延展 行为 在 0.02 VRE/ 
uL 毒液 量 处 理 与 不 加 毒液 的 处 理 间 没 有 明显 差异 ， 
在 0.5h 时 观察 , 浆 血 细胞 有 和 较 少 的 延展 (图 3: A, 
B) ,至 1h 时 浆 血 细胞 已 大 部 分 完成 延展 (图 3: D, 
E)。 当 加 入 0.04 VRE/pL 的 毒液 时 ,从 0.5 h 开始 ， 
浆 血 细胞 的 延展 被 明显 抑制 ,形成 圆 形 细胞 (图 3: 
C, F,1) ;颗粒 血细胞 的 活性 受到 影响 ,至 h 时 颗粒 
血细胞 形状 改变 ,开始 破裂 (图 3: F, I)o 

当 血 细胞 孵育 3 h 后 再 加 入 毒液 时 , 浆 血 细胞 
的 活性 受到 影响 ,同时 随 着 时 间 的 推移 ,这 种 影响 作 
用 逐渐 增强 。 在 0.5 h 观察 时 ,大 部 分 浆 血 细胞 破 
裂 , 仅 有 少 部 分 正常 延展 的 浆 血 细胞 (图 4: B); m 
至 1h 时 , 则 已 没有 正常 延展 的 血细胞 (图 4: D), E 
样 在 3h 时 也 如 此 (图 4:F)。 颗 粒 血 细胞 的 活性 也 
受到 影响 ,1 h 后 可 以 看 到 颗粒 血细胞 破裂 的 现象 
(图 4: D, F)。 而 在 未 加 毒液 的 处 理 中 ,至 3 hW 
察 , 浆 血细胞 保持 正常 的 延展 ,颗粒 血细胞 的 形态 也 
没 发 生变 化 (图 4: A, C, E)o 
2.4 毒液 对 小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 

小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 在 没有 毒液 的 情况 下 能 使 多 
巴 胺 在 反应 15 ~ 20 min 时 开始 变 黑 ,并 且 颜 色 渐 渐 
加 深 ,25 min 开始 变 黑 的 速度 加 快 ,至 80 min 时 不 再 
发 生变 化 。 在 有 寄生 蜂 毒液 的 情况 下 ,使 多 巴 胺 变 
黑 的 时 间 有 所 延迟 ,至 40 min 时 开始 出 现 变 黑 ; 然 
后 同 不 加 毒液 的 处 理 一 样 , 变 黑 的 速度 渐渐 加 快 , 反 
应 至 100 min 时 ,与 前 者 的 变 黑 程度 一 致 ,都 达 2.96 


左右 。 从 数据 上 看 ,两 者 之 间 虽 有 一 定 的 差异 ,但 差 
异 不 显著 (图 5)。 
2.5 毒液 蛋白 成 分 的 分 析 

SDS-PAGE 及 Quantity One 软件 分 析 表 明 , 颈 双 
缘 姬 蜂 毒液 中 有 9 种 多 肽 ,分 子 量 分 别 为 9 .12.6、 
18 ,25.1,28.2,30.5,.35.43.0 和 50.2 kD ,其 中 50.2、 
30.5.28.2.25.1 和 12.6 kD 的 多 肽 含量 较 高 (图 6)。 


3 讨论 


颈 双 缘 姬 蜂 寄生 引起 寄主 小 菜 蛾 血细胞 数量 的 上 
升 ,说 明 寄 生 引 起 了 寄主 的 免疫 防御 反应 (Strand and 
Noda, 1991)。 寄 生 1 天 后 寄主 小 菜 蛾 晴 的 血细胞 延展 
行为 发 生 了 变化 , 浆 血 细胞 失去 了 伪 足 ,颗粒 血细胞 也 
失去 了 放射 状 丝 。 由 于 寄生 后 1 天 颈 双 缘 姬 蜂 幼虫 还 
KIE IF ATER AEE MAN FETE PDV 这 一 因子 ， 
因此 可 以 认为 是 颈 双 缘 姬 蜂 毒 液 引 起 了 寄主 小 菜 蛾 血 
细胞 延展 行为 变化 这 一 生理 效应 。 

颈 双 缘 姬 蜂 毒 液 引 起 寄主 小 菜 蛾 幼虫 血细胞 的 
延展 的 抑制 及 细胞 的 破碎 ,这 与 其 他 一 些 研究 结果 
相 类 似 。Richards 和 Parkinson (2000) 4 Hi ti 2F 4 $ 
瘤 姬 蜂 毒液 在 较 低 的 浓度 下 抑制 了 寄主 番茄 夜 蛾 幼 
虫 离 体 浆 血 细胞 的 延展 ,在 较 高 浓度 下 引起 浆 血 细 
胞 的 溶解 。Rivers 等 (2002) 发 现 外 寄生 性 的 丽 蝇 肾 
集 金 小 蜂 毒 液 抑 制 了 寄主 麻 晶 离 体 幼虫 颗粒 血细胞 
和 浆 血 细胞 的 延展 能 力 , 并 引起 了 浆 血 细胞 的 死亡 ; 
同时 认为 这 种 细胞 免疫 的 抑制 与 寄主 的 凝血 及 伤口 
愈合 的 抑制 有 关 , 这 有 利于 外 寄生 性 寄生 蜂 幼 蜂 的 
取 食 及 寄主 的 取 食 。Cai 等 (2004) 通 过 对 失去 延展 
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图 3 0.04 VRE/pL 及 0.02 VRE/pL 颈 双 缘 姬 蜂 毒 液 作 用 下 的 小 菜 蛾 幼虫 离 体 血细胞 的 显 微 形 态 
Fig. 3 Phase contrast micrographs of hemocytes from larvae of Plutella xylostella cultured in vitro 
with isolated crude venom (0.04 VRE/pL and 0.02 VRE/pL) from Diadromus collaris 
血细胞 和 毒液 同时 加 入 到 TC-100 培养 液 中 。 在 加 入 0.04 VRE/pL 毒液 的 处 理 中 (C, F, D) ,在 处 理 后 0.5 h、1 h 和 3h 观察 时 , 浆 血 细胞 
没有 粘 附 性 ,失去 伪 足 ,颗粒 血细胞 也 有 细胞 溶解 的 症状 (F, 工 的 箭头 所 示 ); 而 加 0.02 VRE/pL 毒液 (B, E, H) 和 不 加 毒液 (A, D,，G) 处 
理 的 颗粒 血细胞 和 浆 血 细胞 都 表现 出 良好 的 活性 。Bars = 100 pm. 


Hemocytes and venom were added to TC-100 medium simultaneously. In the treatment of 0.04 VRE/pL venom, plasmatocytes were not adhesive and did 


not spread. Granular cell shows lysis (arrows in F and I) , whereas these cells remained viable when incubated in 0.02 VRE/pL (B, E, H) and without 


venom (A, D, G). Bars = 100 m. 


性 的 菜 粉 蝶 晴 浆 血 细胞 的 荧光 染色 发 现 , 浆 血 细胞 
行为 的 改变 是 由 于 细胞 内 的 肌 动 蛋白 失 活 而 引起 
的 。 目 前 对 于 颈 双 缘 姬 蜂 毒 液 引 起 寄主 血细胞 的 形 
态 变 化 的 机 理 还 不 清楚 ,需要 进一步 研究 。 
Parkinson 等 (2002) 在 瘤 姬 蜂 的 毒液 中 发 现 分 子 
量 分 别 为 28 kD 和 30 kD 的 两 条 蛋白 对 抑制 血细胞 
的 凝集 反应 有 最 强 的 作用 ,同时 通过 N- 端 氨基 酸 序 
列 分 析 ,得 出 它们 与 编码 丝氨酸 蛋白 酶 工 的 基因 序 
列 相同 ,对 这 两 者 基因 序列 推测 分 析 ,它们 将 编码 一 


种 25.3 kD 的 和 蛋白质。 本 研究 中 我 们 也 发 现 了 25 
kD 和 28 kD 左右 的 2 条 蛋白 条 带 ,或 许 也 有 相似 的 
功能 ,但 还 需要 进一步 的 实验 来 证 实 。 

颈 双 缘 姬 蜂 毒 液 能 抑制 寄主 小 菜 蛾 幼虫 血 淋 巴 
酚 氧 化 酶 的 活性 。 毒 液 对 寄主 血 淋 巴 的 酚 氧 化 酶 活 
性 的 抑制 已 有 人 报道 (Parkinson and Weaver, 1999; 
Asgari et al., 2003) ,但 是 对 这 种 抑制 机 制 的 研究 还 
是 比较 少 的 。Asgari 等 (2003) 经 过 研究 证 实 毒液 中 
分 子 量 为 50 kD 的 多 肽 是 一 种 类 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 
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图 4 小 菜 蛾 幼虫 离 体 粘 附 性 的 血细胞 在 0.04 VRE/uL 颈 双 缘 姬 蜂 毒液 作用 下 的 显 微 形态 


Fig. 4 Phase contrast micrographs of adhesive hemocytes from larvae of Plutella xylostella cultured 


in vitro with isolated crude venom (0.04 VRE/nL) from Diadromus collaris 
离 体 血细胞 先 在 27°C F hY TC-100 SE FEI PRET 3 h, 再 加 入 毒液 。 在 加 入 毒液 的 处 理 中 (B, D, F) ,在 处 理 后 0.5 h\1 h 和 3 h 观察 
寺 , 浆 血细胞 呈现 出 细胞 溶解 ,破裂 的 症状 ,颗粒 血细胞 也 有 细胞 溶解 的 症状 但 不 如 浆 血 细胞 明显 (D, F 的 箭头 所 示 ); 而 不 加 毒液 处 理 
A, C, E) 的 颗粒 血细胞 和 浆 血 细胞 都 表现 出 良好 的 活性 。Hemocytes were incubated in vitro for 3 h at 27° in TC-100 medium prior to addition 


f wasp venom. In the presence of venom (B, D, F), spread plasmatocytes became lysis and granular cell shows the same symptom but is light (arrows 


n D and F), whereas these cells remained viable when incubated without venom (A, C, E). Bars = 100 pm. 
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图 5 毒液 处 理 及 未 处 理 情 况 下 小 菜 蛾 幼虫 
血 淋 巴 的 黑 化 情况 
Fig. 5 Effect of venom on the melanization of 


larval hemolymph of Plutella xylostella 


fl (SPH) , 它 能 抑制 寄主 血 淋 巴 黑 化 的 抑制 ,这 种 作 
用 与 毒液 总 成 分 的 作用 效果 相近 。 由 于 丝氨酸 蛋白 
酶 级 联 反应 是 酚 氧 化 酶 原 激活 的 前 提 , 同 时 一 种 昆 
虫 中 自身 携带 的 丝氨酸 和 蛋白酶 类 似 物 在 这 一 级 联 反 
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图 6 SIL DR WE ME HE HK AE AY SDS-PAGE 
Fig. 6 SDS-PAGE of venom of the 
parasitoid Diadromus collaris 
1. 毒液 蛋白 Venom; M. 标准 分 子 量 Marker. 
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